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論文内容要旨
 ヒト表皮ケラチンは,SDS-polyacrylamidege1電気泳動(SDS-PAGE)により,分子量
 の異なるいくつかのサブユニットより成ることが知られている。近年,表皮を含む各種上皮の検
 索や,表皮の分化(角化)過程の研究,および各サブユニットの抗体を用いた免疫蛍光抗体法に
 よる研究により,高分子のケラチンが角化の後期の過程で重要であることが注目されつつある。'
 本研究では免疫蛍光抗体法的に高分子ケラチンが,表皮の有棘層以上の分化した組織に局在する
 ことを確かめ,さらに臨床的応用として,上皮性皮膚腫瘍や炎症性疾患の染色のパターンを検討
 して,各疾患に於る角化の状態を追求した。また,高分子ケラチンの性質を明らかにするための
 一方法として,陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによるケラチンの分画や,角層よりの中
 性緩衝液可溶性高分子蛋白の抽出とその性状の検索など,生化学的な検索を併せ行った。
 材料と方法
 1.ケラチンの精製
 正常ヒト足底より角質を採取し,20mMトリスー塩酸緩衝液(pH7.4)+8M尿素+0.1M2
 メルカプトエタメール(ME)により線維性蛋白を抽出し,これをtotalkeratin(TK)とした。TK
 をSDS-PAGEでいくつかのサブユニットに分離し,そのうち分子量64K,53K,43Kの
 蛋白をゲルより単離した。
 2.抗体の作製
 TKおよび3種のサブユニットの各々を,adluvantsを用いてウサギに免疫し,抗体を得た。
 3.組織標本
 正常皮膚,有棘細胞癌(3例),基底細胞上皮腫(6例),扁平苔癬(1例)を生検し組織を半
 切して一方は通常の組織学的検索用にホルマリン固定し,一方はただちに一80℃に凍結して蛍
 光抗体法に用いた。
 4.免疫蛍光抗体間接法
 凍結標本を6μmの超薄切片にし,各ケラチン抗体とインキュベートしたのち生食で洗いさら
 にFITC一抗ウサギIgGヤギ血清でインキュベートした。標本を蛍光顕微鏡で観察した。
 5、DEAE-cellulosecolumnchromatography
 TKを20mMト・リスー塩酸緩衝液(pH7.4)一8M尿素一50mMMEに溶解し,同緩衝液で平
 衝化したDE-52で,KCIによるstepwiseelutionを行った。溶出液の蛋白をLowry法で定量し,
 各ピークのSDS-PAGEパターンを検討した。
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、 6.中性緩衝液可溶性高分子蛋白の抽出とその性状に関する研究
 トリスー塩酸緩衝液(pH7.4),0.25Mショ糖および10mMトリスー酢酸緩衝液(pH7,5)+
 0.85%NaC1の各々により角層から抽出されてくる蛋白のSDS-PAGEパターンを検討した。
 またトリスー塩酸可溶性64K蛋白を単離し,免疫学的性状を調べた。
結果
 1.免疫蛍光抗体法
 〔1)正常表皮:TKおよび43Kケラチンは,表皮全層に分布することが観察された・一方,64
 Kおよび53Kケラチンは,表皮の有棘層より上層に局在する傾向が認められ,とくに64Kケラ
 チンで著明であった。以上より64Kケラチンは分化した細胞のマーカーになりうると考え,以
 下の実験に用いた。TK抗体をコントロールとして用いた。
 (2)各種皮膚疾患二有棘細胞癌では64K抗体により腫瘍内の蛍光の減弱,陰性化が認められ,
 分化した細胞と未分化な細胞を明確に識別することができた。基底細胞上皮腫は64K抗体でほ
 ぼ陰性であり,本腫瘍を基底細胞由来とする従来の組織学的所見と一致した。しかし1部に陽
 性の細胞が認められ,腫瘍細胞に於る個細胞角化を示すものと思われた。また扁平苔癬で真皮
 上層に認められるcolloidbodyも64K抗体で陽性に染色されcolloidbodyが,炎症により障害
 を受けた表皮細胞の個細胞角化により生じると考えられた。
2.DEAE-ceUulosecolumnchromatography
 KCIによぐstepwiseelutionで64Kケラチンとわずかの低分子ケラチンが低濃度(20mM)
 KCIで溶出され,他の大部分の低分子ケラチンと分離できた。高分子ケラチンの1部はcellulose
 と弱いイオン強度で結合していることが考えられた。
 3.中性緩衝液可溶性高分子蛋白について
 角層より20mMトリスー塩酸緩衝液(pH7,4)で抽出される画分に分子量64Kの蛋白が認め
 られ,この蛋白は64Kケラチンの抗体とオクタロニー法で沈降線を形成することが観察された.
 この64K蛋白は,ショ糖やトリスー酢酸緩衝液など他の中性緩衝液にも可溶性であると思われる。
 この蛋白の意義については現在検討中である。
 以上の如く,高分子ケラチン蛋白は,免疫蛍光抗体法的および生化学的に,低分子のケラチン
 と異なるいくつかの特性を有していることが考えられた。
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 審査結果の要旨
細川倫子
 ヒト表皮の角質を構成する蛋白ケラチンは,分子量の異なるいくつかのサブユニットからなる
 ことが知られているが,くわしいことは分っていない。そこで細川倫子は,正常ヒトの足底より
 角質を採取し,20mAトリス・塩酸緩衝液(PH7.4)+8M尿素+0.1Mメルカプトエタノー:
 ルによりケラチンを抽出し,SDS-polyacrylamidegel電気泳動で分離した。
 分子量64K,53K,43Kのケラチンが得られた。これらのサブユニットを別々にウサギに
 注射し,それぞれの抗体を得た。この抗体を用いて正常皮膚および上皮性皮膚腫瘍を検討した。
 炎症性皮膚疾患についても研究した。
 64Kケラチンは有棘層より上層に局在し,分化した細胞のマーカーとして利用し得ることが
 分った。
 有棘細胞癌では64K抗体による染色性が悪く,未分化な細胞よりなることが証明できた。基底
 細胞上皮腫では64Kケラチンは全く陰性であった。扁平苔癬で真皮の上層にみられるcolloid
 bodyは64Kケラチン陽性であった。
 著者はさらにDEAEcellulose・chromatographyも実施し,ケラチンを生化学的にも検討
 している。
 本研究は,ヒトケラチンに関して,新しい知見を加えたものと言うことができる。皮膚疾患の
 診断にもこの知識が応用されることを証明した。よって本論文は学位に価いするものと考える。
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